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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar uma alternativa para a quantificação simultânea de sulfatiazol, 
sulfametazina e sulfadimetoxina no leite, na forma de azoderivados, por meio de cromatografia líquida de alta 
eficiência  (CLAE). O  isolamento  e  concentração das  sulfas  foram conduzidos por  extração  em  fase  sólida 
(C18), com metanol como eluente. Após a extração, os analitos foram transformados em sais de diazônio e 
submetidos ao acoplamento com resorcinol. Os derivados foram separados e quantificados por CLAE (coluna 
C8, λ = 430 nm, MeOH/KH2PO4 aq.). Foram obtidas recuperações entre 65 e 78%.
Termos para indexação: CLAE, extração em fase sólida, resorcinol, sais de diazônio.
Sulfonamides quantification in milk by high performace  





salts and coupled with resorcinol. Derivatives were quantified by HPLC (C8 column, λ = 430 nm, MeOH/
KH2PO4 aq). Recoveries were obtained between 65 and 78%.
Index terms: HPLC, solid phase extraction, resorcinol, diazonium salts.
Antibióticos  são  aplicados  ao  gado  leiteiro  com 
objetivos  terapêuticos,  profiláticos  e  para  estimular 
o  crescimento  (Furusawa,  2000).  O  uso  impróprio 
de  antibióticos  em  vacas  leiteiras,  em  particular 
as sulfonamidas, leva à possibilidade de ocorrer 
resíduos  dessas  substâncias  no  leite. As  sulfas  mais 










recuperações  de  sulfatiazol  e  sulfametazina,  além de 
não permitir a quantificação simultânea das três sulfas. 
Feltrin  et  al.  (2007)  apresentaram  o  uso  da  extração 
em  fase  sólida  (EFS)  dos  três  antibióticos em leite 
com  cartucho  C-8,  como  método  de  isolamento,  e 
concentração  do  analito  e  quantificação  por  CLAE. 
Embora a recuperação encontrada tenha sido adequada, 
nas  condições  de  análise,  ocorreu  a  coeluição  de 
interferentes de modo que apenas sulfadimetoxina 
pôde ser quantificada.
As sulfas são substâncias anfóteras cuja solubilidade 
depende  do  pH.  A  quantificação  desses  compostos 
em  matrizes  complexas  como  os  tecidos  biológicos 




da  derivação,  entretanto,  têm  sido  pouco  utilizadas. 
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Sulfas  são  aminas  aromáticas  primárias  e  podem, 
portanto, ser derivadas por meio de reações de diazotação. 




que  contêm  sulfas  (Younis  &  Bashir,  1995;  Nagaraja 
et al., 2002, 2003), mas a técnica não tem sido aplicada 
associada à cromatografia para a quantificação de traços. 
Há um  relato  recente apenas com  reagente de Bratton-
Marshall, diidrocloreto de N-1(naftil)etilenodiamina, 
como reagente de acoplamento associado à cromatografia 
líquida micelar (Raviolo et al., 2007).
O objetivo deste trabalho foi avaliar uma alternativa para 
a quantificação simultânea de sulfatiazol, sulfametazina 
e sulfadimetoxina no leite na forma de azoderivados por 
meio de CLAE. 
A  reação  de  derivação  é  mostrada  na  Figura  1. 
O equipamento utilizado foi um cromatógrafo líquido de 
alta eficiência Agilent série 1100, com bomba quaternária 
e  sistema desgaseificador,  válvula  injetora manual  com 
uma alça intercambiável de 20 µL de capacidade, detector 
UV/vis  e  coluna  analítica  Zorbax  Eclipse  XDB-C8 
(4,6x150 mm, 5 µm). O sistema de eluição utilizado foi 
MeOH 38% em KH2PO4 aq. 0,01 mol L-1 com gradiente de 
eluição a partir de 9 min, tendo alcançado 50% em 11 min. 
A vazão inicial utilizada foi de 2 mL min-1, crescente até 
2,5 mL min-1 em 4 min. A coluna foi mantida a 35oC e o 
detector foi ajustado para leitura a 430 nm. 
Foram  utilizados  os  seguintes  reagentes:  água 
deionizada  (Milli-Q,  18  MΩ  cm),  KH2PO4  (Nuclear), 
acetonitrila  (EM  Science)  e  metanol  (Nuclear). 
Os  padrões  utilizados  foram  sulfatiazol,  sulfametazina 
e  sulfadimetoxina  (Sigma),  todos  com  pureza  superior 
a 99%. Os padrões de diazoderivados foram obtidos no 
laboratório pelo procedimento descrito por Alfare et al. 
(2004). Os  reagentes  utilizados na  reação de derivação 
foram os  seguintes:  resorcinol  (Synth),  nitrito  de  sódio 
(Vetec)  e  HCl  conc.  (Merck).  O  leite  utilizado  foi  do 
tipo  Integral  UHT.  Foram  adquiridas  no  comércio 
20 unidades de marcas ou lotes independentes, misturadas, 
homogeneizadas e armazenadas em congelador. A mistura 
foi descongelada previamente ao uso.
Para a preparação de amostras fortificadas, um volume 
apropriado  da  solução  padrão,  com  uma  mistura  das 
três sulfas com concentrações individuais de 1 µg mL-1, 
foi medido  e  adicionado  em  100 mL  de  uma  amostra 
de  leite.  A  mistura  foi,  então,  homogeneizada  por 
agitação. A extração do analito da matriz  foi executada 
em cartuchos de EFS em  fase  reversa  (Bond Elut C18 
Varian) em dispositivo analítico com controle de pressão. 
A  fase  sólida  foi  condicionada  pela  adição  de  porções 












gelo.  Em  seguida,  foi  adicionado  0,2  mL  de  NaNO2 
aq.  1%.  A  mistura  foi  mantida  em  agitação  sobre  o 
banho de gelo por 5 min. Em seguida, 0,5 mL de solução 

















































0 C, 5 mino
Figura 1. Formação dos compostos azóicos 5–7 derivados de 
sulfatiazol  (1),  sulfametazina  (2)  e  sulfadimetoxina  (3)  por 
formação do sal de diazônio e acoplamento com resorcinol (4).
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pela  reta de  regressão da  curva  analítica  (Ribani  et  al., 
2004). Os valores de LD e LQ foram ca 10 e 40 mg L-1 para 
os derivados das sulfas. Os diazoderivados apresentaram 
coeficientes de absortividade molar superiores às sulfas 
precursoras, o que confere maior sensibilidade ao método 
da  derivação,  se  comparada  à  análise  direta  desses 
antibióticos. Além  disso,  o  processo  de  preparação  da 
amostra dobra a concentração do analito. A repetitividade 
na  medida  das  áreas  dos  picos  de  cada  um  dos  três 
diazoderivados, expressa como o desvio-padrão relativo 













respectivamente.  Um  experimento  de  recuperação  foi 




considerando-se, respectivamente, as massas adicionadas 
de sulfatiazol, sulfametazina e sulfadimetoxina na 
amostra fortificada.
Nesta  técnica,  sulfatiazol,  sulfametazina  e 
sulfadimetoxina  foram  isoladas  do  leite  por  extração 
em fase sólida. As sulfas extraídas foram submetidas a 
condições de diazotação e acoplamento com resorcinol, 
fornecendo  compostos  azóicos  com  recuperações  de 
moderadas a boas. Os derivados coloridos, livres de 
interferentes,  puderam  ser  quantificados  por  CLAE. 
Nas condições cromatográficas de análise, os derivados 
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Figura 2.  A,  cromatograma  dos  derivados  azóicos  5–7, 
obtidos  por  derivação  do  extrato  de  uma  amostra  de  leite 
fortificada com sulfatiazol, sufametazina e sulfadimetoxina; 
B,  cromatograma  do  extrato  de  uma  amostra  de  leite  não 
fortificada, submetida à derivação.
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